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Introducción: El micetoma es una infección crónica que genera un gran aumento 
de volumen en la parte afectada, aunado a abscesos, fístulas y cicatrices, 
pudiendo ocasionar una incapacidad permanente. México es un país endémico 
de N. brasiliensis, principal agente causal del micetoma. El objetivo principal de 
este estudio fue caracterizar el genotipo y fenotipo de dicho microorganismo para 
mejorar la comprensión de sus mecanismos de virulencia.  
Materiales y métodos: El presente es un estudio in vitro, experimental, 
longitudinal, prospectivo, donde se compararon los cambios fenotípicos de N. 
brasiliensis P0 y P200 con las placas de BIOLOG, Phenotype MicroArrays PM1-
PM4, PM11-PM14, PM16-PM18, probando 1,056 reactivos incluyendo fuentes de 
carbón, nitrógeno, sulfuro, fósforo y antimicrobianos. Posteriormente, se 
determinó el subcultivo en el que aparecieron los cambios. Asimismo, se 
compararon las secuencias de material genético de ambas cepas de acuerdo con 
BioCyc Database Collection con motivo de identificar las rutas metabólicas que 
sufrieron deleciones y se pudieron relacionar con los cambios fenotípicos.  
Resultados: Al comparar el fenotipo entre P0 y P200 de N. brasiliensis HUJEG-
1, se observaron cambios fenotípicos en los reactivos tween 20, tween 40, tween 
80, D-treonina, guanina, ß-glicerol fosfato, 1-Tio-ß-D-Glucosa, cefazolina, 
vancomicina, novobiocina, sulfatiazol, sulfametoxazol, 9-aminoacridina, 5-cloro-
7-iodo-8-hidroxi-quinolona, sulfanilamida, estreptomicina, salicilato de sodio, 
higromicina B, plumbagina en las placas PM01, PM03, PM04, PM11, PM12, 
PM14, PM16, PM17 y PM18. Dichos cambios se establecieron como presencia 
de asimilación del metabolito por P0 y ausencia de la misma en P200. Los 
presentes cambios comenzaron a observarse a partir de la P150 y están 
asociados a las rutas metabólicas de la vía de la lanzadera mitocondrial de L-
carnitina, biosíntesis de palmitato, biosíntesis de palmitoleato II, biosíntesis de L-
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triptófano, degradación de treonina I y vía de degradación de ribonucleósidos de 
purina I.  Esto podría explicar los cambios biológicos asociados al subcultivo. 
Conclusión: El subcultivo de N. brasiliensis propició la pérdida gradual de 
fragmentos genéticos que incluyen genes importantes de las rutas metabólicas 
involucrados en la síntesis de pared celular, lípidos, así como fuentes de carbono, 
energía, nitrógeno, síntesis de ADN y generación de ATP; los cuales parecen 
correlacionar con los cambios fenotípicos observados con la pérdida de virulencia 


























El micetoma es una infección crónica, generalmente indolora, la cual se 
caracteriza por invadir desde la piel a tejidos profundos. La lesión genera un gran 
aumento de volumen en la parte afectada, aunado a abscesos, fístulas y 
cicatrices.(1) 
 
La enfermedad tiene un curso lento y progresivo sin regresión espontánea, 
se puede extender hasta afectar músculos, huesos y órganos; ocasionando una 
incapacidad permanente.(2) 
 
Las regiones endémicas se encuentran entre las latitudes 15° S y 30° N, 
las cuales suelen ser áreas tropicales y subtropicales. En México, los 
actinomicetos son los agentes etiológicos más frecuentes y entre ellos N. 
brasiliensis es la especie predominante. Nocardia se caracteriza por ser bacilos 
gram positivos aerobios, parcialmente acido alcohol resistentes, que forma 
ramificaciones.(3,4) 
 
El diagnóstico de micetoma por Nocardia se basa en los signos clínicos 
descritos anteriormente y se confirma mediante cultivo. Otra herramienta 
diagnóstica utilizada es la detección de material genético mediante PCR.(5) 
 
Actualmente el tratamiento de elección para micetoma es el 
trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX) el cual ofrece buenos resultados con 
menos efectos adversos. En pacientes complicados se combina terapia con 
TMP/SMX y amikacina.(6) 
 
Los mecanismos de patogenicidad y virulencia de Nocardia no son bien 
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conocidos. Se han descrito algunos, siendo estos las enzimas como la 
superóxido dismutasa y la catalasa que actúan protegiendo a los microrganismos 
de los efectos tóxicos de los radicales libres del oxígeno que producen los 
neutrófilos y macrófagos.(7) 
 
Otros mecanismos de patogenicidad son los ácidos micólicos, ácidos 
grasos, lipoproteínas y peptidoglicanos de la pared celular de las bacterias 
produciendo inflamación persistente y daño tisular.(7) 
 
En estudios con microorganismos se ha observado que el subcultivo in 
vitro de estos microorganismos puede producir cambios importantes en las 
características fenotípicas incluyendo la eliminación de uno o más factores de 
virulencia.(8) 
 
El ejemplo clásico de atenuación por subcultivo es el del bacilo Calmette-
Guerin un mutante obtenido de Mycobacterium bovis atenuado de 230 
subcultivos seriados en medio que contenía bilis de buey, la cepa resultante era 
incapaz de matar animales experimentales y mostró no tener reversión a su 
estado original.(9) 
 
En nuestro departamento, se han realizado estudios de virulencia en 
ratones BALB/c con cepas subcultivadas de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 
observando una resistencia parcial a la infección mientras mayor era el número 
de atenuaciones comparadas contra la cepa original, esto se piensa que es 
debido a una disminución en sus mecanismos de virulencia.(10) 
 
Al secuenciar el genoma completo de la cepa subcultivada 200 veces 
(P200) y compararlo con la cepa parental, se observó una pérdida de material 
genético de 262,913 pares de bases distribuidas en 19 regiones. Entre estos 
genes perdidos se encontarron varios que codifican para para catalasas, y nitrato 
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reductasa, las cuales se han observado, en otros microorganismos, que son 




Los factores de virulencia de N. brasiliensis no son bien conocidos. En 
estudios previos se ha observado que la atenuación de bacterias mediante 
subcultivos disminuye su capacidad de virulencia y patogenicidad. En este 
estudio se identificaron los genes de virulencia de Nocardia brasiliensis mediante 
la comparación fenotípica de la bacteria en su forma parental (HUJEG-1, P0) y 
su forma atenuada (HUJEG-1, P200). Al comparar fenotipicamente las cepas se 





























La expresión fenotípica de Nocardia brasiliensis se modificará mediante los 






La expresión fenotípica de Nocardia brasiliensis no se modificará mediante los 
























 Describir la expresión fenotípica y genética de una cepa atenuada de 
Nocardia brasiliensis subcultivada 200 veces. 
 
 Objetivos Específicos 
 
1. Comparar los cambios en los fenotipos metabólicos entre la cepa HUJEG-
1 (P0) y su contraparte subcultivada 200 veces (P200). 
2. Determinar las rutas metabólicas de Nocardia brasiliensis teóricamente 
afectadas por las deleciones sufridas durante los 200 subcultivos.  

















                                MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Diseño: 
Es un estudio experimental in vitro tipo descriptivo, prospectivo, longitudinal y 
comparativo. 
Se realizó una base de datos en Excel donde se consignaron valores absolutos 
como resultados de la investigación. 
 
Lugar del estudio: 
Instalaciones del Laboratorio Interdisciplinario de Dermatología del Hospital 
Universitario “Dr. José Eleuterio González” de la Universidad Autónoma de 
Nuevo León, Monterrey, México.  
 
Recursos biológicos: 
Cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 aislada y tipificada de los pacientes del 
Servicio de Dermatología del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González”, 
los aislamientos forman parte de la colección del Laboratorio Interdisciplinario de 
Investigación Dermatológica y han sido identificados por medios moleculares 
mediante el uso de análisis de secuencia de nucleótidos.  
 
Descripcion del Estudio:  
OBJETIVO 1: Comparar los cambios en los fenotipos metabólicos entre la cepa 
P0 y su contraparte P200.  
 Se analizaron los diferentes subcultivos de la cepa HUJEG-1 de N. 
brasiliensis mediante la identificación de cambios fenotípicos 
macroscópicos. 
 Comparamos los diferentes subcultivos observando la progresión en la 
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metabolización de los diferentes compuestos.  
 
 
1.1.   Cultivo de cepas  
 Se obtuvieron cepas de crioviales almacenados del Laboratorio 
Interdisciplinario de Investigación Dermatológica.  
 Se dejaron descongelando a temperatura ambiente por 5 minutos. 
 Después se tomaron 2 asadas y se inocularon en 100 ml de medio BHI en 
2 matraces Erlenmeyer de 500 ml. 
 Incubar en agitador a 37°C a 110 rpm hasta obtener crecimiento 
bacteriano durante 3 días. 
 Decantar los matraces Erlenmeyer. 
 Pasar la masa celular en tubos falcon de 50 ml con 20 ml de agua 
destilada.   
 Centrifugar a 3500xg por 10 minutos, repetir 3 veces. 
 Decantar y obtener la masa celular.   
 Macerar masa con homogeneizador Potter-Elvehjem. 
 Obtener 1 ml con pipeta e inocular en 250 ml de BHI en 2 matraces 
Erlenmeyer de 1000 ml. 
 Incubar en agitador a 37°C a 110 rpm durante 3 días.  
 
1.2.  Crecimiento de cepas HUJEG-1 P0 y P200 en placas de microarreglos 
fenotípicos (BIOLOG phenotype microarrays™) PM 1 – PM 4, PM11 – PM14, 
PM16 - PM18 
A. Preparación de las soluciones aditivas de las placas de 
microarreglos 
Preparación de aditivos: Adicionar en un frasco para reactivo a una concentración 
de 120x  
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM1, PM2:  
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 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de L-arginina, HCl L-glutamato, Na  
 30 ml de L-cistina, pH8.5, 5’-UMP, 2.Na  
 10 ml de extracto de levadura  
 10 ml de tween 80  
 30 ml de agua estéril  
 
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM3 
 30 ml de ácido tricarbalílico pH7.1 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 30 ml de L-cistina, pH8.5, 5’-UMP, 2Na  
 10 ml de extracto de levadura  
 10 ml de tween 80  
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM4  
 30 ml de ácido tricarbalílico pH7.1 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de L-arginina, HCl L-glutamato, Na 
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 20 ml de agua estéril  
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM11  
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
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 20 ml de agua estéril  
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM12 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 20 ml de agua estéril 
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM13 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 20 ml de agua estéril 
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM14 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 20 ml de agua estéril 
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM16 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O   
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 




 Preparación de 100 ml de aditivo para PM17 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 20 ml de agua estéril 
 
 Preparación de 100 ml de aditivo para PM18 
 10 ml de MgCl2, 6.H2O, CaCl2, 2.H2O  
 10 ml de extracto de levadura 
 10 ml de tween 80 
 10 ml de D-glucosa piruvato, Na 
 20 ml de agua estéril 
 
 
B. Esterilizar por filtración y guardar a 4°C. 
 
1.3 Preparación de la suspensión celular: 
A. Se ajustó una cuveta de espectrofotómetro con 20 ml de 1 x IF0a 
al 100% de transmitancia, la cual se utilizó como control. 
B. Agregar 1 ml de masa celular con pipeta a 19 ml de 1 x IF0a a la 
cuveta de espectrofotómetro y ajustar hasta obtener un 81% de 
transmitancia. 
 
1.4 Preparación del medio de inoculación    
A. Medio de inoculación para PM1: adicionar 20 ml de IF-0a GN/GP 
(1.2x), 0.24 ml de Dye mixg (100x), 2 ml del aditivo PM 1 y 1.76 ml de 
suspensión celular al 81 % T. 
B. Medio de inoculación para PM2: adicionar 20 ml de IF-0a GN/GP 
(1.2x), 0.24 ml de Dye mixg (100x), 2 ml del aditivo PM 2 y 1.76 ml de 
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suspensión celular al 81 % T. 
C. Medio de inoculación para PM3: adicionar 40 ml de IF-0a GN/GP 
(1.2x), 0.48 ml de Dye mixg (100x), 4 ml del aditivo PM 3 y 3.52 ml de 
suspensión celular al 81 % T. 
D. Medio de inoculación para PM4: adicionar 10 ml de IF-0a GN/GP 
(1.2x), 0.12 ml de Dye mixg (100x), 1 ml del aditivo PM 4 y 0.88 ml de 
suspensión celular al 81 % T. 
E. Medio de inoculación para PM11: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
F. Medio de inoculación para PM12: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
G. Medio de inoculación para PM13: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
H. Medio de inoculación para PM14: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
I. Medio de inoculación para PM16: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
J. Medio de inoculación para PM17: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
K. Medio de inoculación para PM18: adicionar 110 ml de IF-10b 
GN/GP (1.2x), 1.32 ml de Dye mixg (100x), 11 ml del aditivo PM11 – 
PM14, PM16 - PM18 y 9.68 ml de suspensión celular al 81 % T. 
 
1.5 Inoculación de medios a placas de microarreglos de BIOLOG phenotype 
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microarrays™ PM 1 – PM 4, PM11 – PM14, PM16 - PM18 
  
A. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM1 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM1 
MicroPlate™ Carbon Sources utilizando pipeta automática (BioPette ™ 
plus Autoclavable Pippete 20-200 μl).  
B. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM2 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM2A 
MicroPlate™ Carbon Sources utilizando pipeta automática (BioPette ™ 
plus Autoclavable Pippete 20-200 μl). 
C. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM3 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM3B 
MicroPlate™ Nitrogen Sources utilizando pipeta automática (BioPette ™ 
plus Autoclavable Pippete 20-200 μl). 
D. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM4A en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM4A 
MicroPlate™ Phosphorus and Sulfur Sources utilizando pipeta 
automática (BioPette ™ plus Autoclavable Pippete 20-200 μl). 
E. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM11 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM11 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
F. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM12 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM12 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
G. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM13 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM13 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
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H. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM14 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM14 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
I. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM16 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM16 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
J. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM17 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM17 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
K. Inocular 100 μL de medio de inoculación para PM18 en cada pocillo 
de la placa de microarreglos (BIOLOG phenotype microarrays ™) PM18 
MicroPlate™ utilizando pipeta automática (BioPette ™ plus Autoclavable 
Pippete 20-200 μl). 
 
1.6 Análisis de datos mediante lector de placas  
 
A. Se realizó lectura de las placas PM1, PM2, PM3 y PM4 utilizando 
BioTek Synergy HT Microplate reader en 1:590 y 2:750 para P0 y P200.  
 
B. Se analizó mediante Gen5™ software  
 
OBJETIVO 2: Determinar que rutas metabólicas de Nocardia brasiliensis fueron 
afectadas por las deleciones sufridas durante los 200 subcultivos.  
 
A. Se compararon los genomas de la cepa parental (P0) contra la cepa 
atenuada (P200) en Biocyc Genome Database. 
B. Una vez identificados los compuestos con diferencias en la asimilación 
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entre P0 y P200, se procedió a determinar las rutas metabólicas y los 
genes en los cuales intervienen dichos componentes.  
C. Se localizaron dichos genes en el genoma para ver si formaban parte de 
las deleciones reportadas. 
 
OBJETIVO 3: Trazar en qué momento de estos subcultivos se realizaron estos 
cambios. 
 
3.1 Crecimiento de cepa HUJEG-1 P0 y P200 en medio de carbono. 
 
A. Posterior al análisis de placas de Biolog, se tomaron los reactivos 
que dejaron de metabolizarse por la cepa P200 HUJEG-1. 
  
B. Preparación de medio de asimilación de carbohidratos  
Para 500 ml de medio: 
 
1. Base nitrogenada de levadura (Difco™) 3.35 g.  
 Suspender 3.35 gramos de base nitrogenada de levadura (Difco™) en 400 
ml de agua destilada, mezclar hasta que se disuelva el medio.  
 Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. 
 Dejar enfriar a temperatura ambiente.  
 
2. Carbohidrato seleccionado 2.5 g. 
 Suspender 2.5 g de carbohidrato seleccionado en 100 ml de agua 
destilada.  
 Esterilizar por filtración. 
  
Agregar 100 ml de solución carbohidratada estéril a 400 ml de base nitrogenada 




Preparar tubos de 2 ml de medio en medios asépticos.  
 
1. Inoculación de cepa HUJEG-1 P0 y P200 en medio de asimilación de 
carbohidratos. Se cultivará HUJEG-1 P0 y P200 en medio de cultivo BHI, 
se dejará crecer durante 3 días en incubadora a 35°C.  
2. Se tomará una asada de cada cultivo HUJEG-1 P0 y P200 de BHI y se 
inoculará en tubos de medio de asimilación de carbohidratos.  
3. Se dejará en incubadora a 35°C durante 3 días. 
 
3.2 Crecimiento de subcultivos en medio de carbono 
 
A. Preparación de medio de asimilación de carbohidratos  
 
Para 500 ml de medio: 
 
1. Base nitrogenada de levadura (Difco™) 3.35 g. 
 
 Suspender 3.35 gramos de base nitrogenada de levadura (Difco™) en 400 
ml de agua destilada, mezclar hasta que se disuelva el medio. 
 Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. 
 Dejar enfriar a temperatura ambiente.  
 
2. Carbohidrato seleccionado 2.5 g. 
 Suspender 2.5 g de carbohidrato seleccionado en 100 ml de agua 
destilada  
 Esterilizar por filtración 
  
Agregar 100 ml de solución carbohidratada estéril a 400 ml de base nitrogenada 




Preparar tubos de 2 ml de medio en medios asépticos.  
 
Inoculación de subcultivos HUJEG-1 P0 a P200 en medio de asimilación de 
carbohidratos.  
 
1. Se cultivó HUJEG-1 P0 y P200 en medio de BHI, se dejará crecer durante 
3 días en incubadora a 35°C.  
2. Se tomará una asada de cada subcultivo HUJEG-1 de BHI y se inoculó en 
tubos de medio de asimilación de carbohidratos.  
3. Se dejó en incubadora a 35°C durante 3 días. 





Posteriormente se repitió el proceso de medio de asimilación de carbohidratos 
con los componentes identificados previamente para P0 y P200; cada 10 
subcultivos para observar el momento exacto de la pérdida de asimilación de 
cada compuesto. 
 
Análisis de resultados 
 Se realizó un base de datos en Excel, donde se consignaron valores 
absolutos como resultados (Ej. Si presenta crecimiento bacteriano en el medio 
con el compuesto para el cual fue probada dicho subcultivo de la bacteria) y las 
diferencias génicas absolutas de la cepa original (P0) y la atenuada mediante 
subcultivos (P200). 
 
Nota: La metodología se realizó cuando menos en duplicado. Es este trabajo no 









 Se observaron cambios fenotípicos en al menos un reactivo en las placas 
PM01, PM03, PM04, PM06, PM07, PM11, PM12, PM14, PM16, PM17 y PM18. 
Dichos cambios se establecen como presencia de asimilación del compuesto por 
P0 y ausencia de asimilación de P200, los cuales pueden observarse en rojo (ver 
figura 1 y anexo 1). Dichos cambios se observan a partir de P150 para β glicerol 
fosfato y guanina, a partir de P170 para tween 80 y D-treonina, y a partir de P180 





Figura 1. Compuestos en los que se observaron cambios entre P0 vs. P200. En 
verde se encuentran los compuestos que fueron metabolizados por P0 y en rojo 





tween 20 tween 40 tween 80 D-treonina β-glicerol fosfato guanina 
P0 +++ +++ ++ +++ +++ +++ 
P140a +++ +++ ++ +++ +++ +++ 
P150a ++ ++ ++ ++ + + 
P160a ++ ++ ++ ++ + + 
P170a ++ ++ + + + + 
P180a + + + + + + 
P190a + + + + + + 
P200a + + + + + + 
 
Figura 2. Ensayo de fenotipos por subcultivos, donde se coloca con (+) un 
crecimiento bacteriano leve, (++) crecimiento bacteriano moderado y (+++) 
crecimiento bacteriano alto. En azul se muestra el cambio de turbidez entre los 
diferentes subcultivos. En la primera columna se encuentran enlistados los 






Figura 3. Reactivo de glicerol fosfato en P0 (A), P140 (B) y P150 (C), donde se 
compara el crecimiento con la turbidez de mayor a menor en los tubos de ensayo. 





Análisis de las posibles rutas metabólicas involucradas:  
 
 Posterior a los 200 subcultivos de la cepa N. brasiliensis realizados en BHI, 
se buscó detectar cambios genéticos en P200, por lo que se analizó el ADN 
reportado en Biocyc Genome Database. Donde se reportaron 3 deleciones de 
familias de genes importantes denominadas: RDNb1, RDNb2 y RDNb3 que 
colectivamente resultaron en la pérdida de 265 genes. RDNb2, es donde se 
encuentran las deleciones de las vías metabólicas que se describen a 
continuación, comprende una pérdida de 216, 371 pb en donde se encuentran 
172 genes y su secuencia corresponde a la región del nucleótido 4;795,938 al 
5;012,299-pb en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC 700358 (Número 





Figura 4. Ubicación de la deleción RDNb2, dentro de las cuales se encuentran 
las rutas metabólicas afectadas, en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1.  
Al analizar su posición en el genoma se encontró que las rutas afectadas 
mediante los cambios fenotípicos son parte de RDNb2, que fue pérdida durante 
los 200 subcultivos, de acuerdo a Campos-Rivera, 2012.(10) 
 
Cambios genotípicos en tween 20 (polisorbato 20) 
 
El tween 20 y otros compuestos de este tipo de polisorbato, como el tween 
40 y tween 80, se metabolizan consumiendo su larga cadena de carbonos 
utilizando la vía de la L-carnitina y β oxidación.(11,12) En la figura 5 mostramos 
la ruta de la L-carnitina. Al analizar los genes ortólogos en el genoma de N. 
brasiliensis involucrados en esta ruta, encontramos la siguiente lista de genes en 


















 El tween 20 es parte del sistema celular de L-carnitina, pues se encuentra 
involucrado en la vía de la lanzadera mitocondrial de L-carnitina, la cual facilita el 














Tabla 1. Genes perdidos de tween 20 comprendidos en RDNb2.  
 
Cambios genotípicos en tween 40 (ácido palmítico): 
 
 El tween 40 se encuentra involucrado en la biosíntesis de palmitato 
(sintasa de ácidos grasos tipo II), el cual forma parte de los determinantes en la 
comunicación intracelular en forma de segundos mensajeros lipídicos.(13) La 
pérdida de genes de dicha ruta se muestra en la tabla 2. La ruta metabólica se 




Figura 6. Ruta metabólica de la biosíntesis de palmitato. 
 



















fabG O3I_RS07560 O3I_RS07230 
O3I_RS07560 O3I_007145 
O3I_007460   
Tabla 2. Genes perdidos de tween 40 localizados en RDNb2.  
 
Cambios genotípicos en tween 80 (ácido oléico): 
 
 El tween 80 se encuentra involucrado en la biosíntesis de palmitoleato II, 
que actúa formando parte de la estructura de los lípidos.(14) Los genes perdidos 
en esta ruta se observan la tabla 3. La ruta metabólica se observa en la figura 7.  
 
 

















Tabla 3. Genes perdidos de tween 80 localizados en RDNb2.  
 
Cambios genotípicos en β glicerol fosfato: 
 
El β glicerol fosfato se encuentra involucrado en la biosíntesis de L-
triptófano, el cual sirve para la síntesis de ADN, proteínas, además de la 
formación de tabiques de la membrana citoplasmática.(15) La ruta metabólica se 
observa en la figura 8. Los genes contenidos en el segmento RDNb2 perdidos 














O3I_RS12550 O3I_012355 O3I_RS12575 
O3I_RS11660 O3I_012380 O3I_RS12530 O3I_012405 





O3I_012385 O3I_RS12535 O3I_RS12580 
O3I_RS12515 O3I_RS12560 O3I_012365 O3I_012410 











O3I_RS12570 O3I_RS12545 O3I_RS12590 
O3I_RS12525 O3I_012400 O3I_012375 O3I_012420 
Tabla 4. Genes perdidos del glicerol localizados en RDNb2.  
 
 
Cambios genotípicos en D-treonina: 
 
 La D-treonina es un aminoácido indispensable y la vía involucrada en su 
degradación es la ruta metabólica I de degradación de treonina, permitiendo su 
utilización para generar ATP como fuente de energía.(16) Los genes perdidos en 
esta ruta se muestran en tabla 5. La ruta metabólica se observa en la figura 9.  
 
 
















Tabla 5. Genes perdidos de D-treonina localizados en RDNb2.  
 
Cambios genotípicos en guanina: 
 
 La vía involucrada en este gen, es la vía de degradación de 
ribonucleósidos de purina I, que pueden servir como fuentes de energía o de 
nitrógeno.(17) La pérdida de material genético en esta ruta se muestra en tabla 
6. La ruta metabólica se observa en la figura 10. 
 
 















































Subcultivo y deleciones en P200 
 
El subcultivo de cepas implica la repetición de pases en serie de una cepa 
parental o virulenta in vitro o en animales de laboratorio y se ha utilizado para 
estudiar el momento y el modo de evolución de los cambios genéticos en todo el 
genoma de estas.(18) Asimismo, se ha utilizado para producir cepas atenuadas 
de organismos patógenos. Los organismos cultivados deben mantenerse 
continuamente durante muchas generaciones para identificar con éxito si han 
perdido su patogenicidad.(19) 
 
En el presente estudio se estudiaron los efectos de 200 subcultivos 
continuos en una cepa de N. brasiliensis. La cepa no subcultivada, es decir, la 
cepa parental, la cual es capaz de causar micetoma en ratones, se comparó con 
la P200, la cual no es capaz de esto. 
 
Para el microorganismo N. brasiliensis HUJEG-1, tomó aproximadamente 
5 años alcanzar 200 subcultivos. Para otros organismos, como Escherichia coli y 
Mycobacterium bovis, tomó más tiempo.(20,21) 
 
Las 3 deleciones de P200 han sido reportadas por Campos-Rivera, 
2012.(10) Estas 3 deleciones fueron de familias de genes importantes 
denominadas: RDNb1, RDNb2 y RDNb3 que colectivamente resultaron en la 
pérdida de 265 genes. La deleción de RDNb1 consta de 59, 711 pares de bases 
e incluye 61 genes y corresponde a la secuencia del contig 25 de la secuencia 
de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0. Este contig no se ubica dentro del ensamblaje 
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del genoma de N. brasiliensis, por lo cual se considera ADN extra cromosómico. 
RDNb2 comprende una pérdida de 216, 371 pb en donde se encuentran 172 
genes y su secuencia corresponde a la región del nucleótido 4;795,938 al 
5;012,299-pb en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC 700358 (Número 
de acceso: NC_018681.1). RDNb3 corresponde a una región de 31, 711 pares 
de bases que comprende 32 genes y su secuencia abarca del nucleótido 
1;501,900 al 1;533,611-pb del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 (Número de 
acceso: NC_018681.1).(10) 
 
Cambios fenotípicos de P200 
 
El sistema celular de L-carnitina facilita el transporte de ácidos grasos al 
lumen para la producción de energía mediante la β-oxidación mediante la vía de 
la lanzadera mitocondrial de L-carnitina. La enzima carnitina palmitoiltransferasa 
1a limita la velocidad de la β-oxidación, por lo que es un paso regulador clave 
para la β-oxidación de los ácidos grasos debido a su sensibilidad a la inhibición 
por la malonil-CoA producida durante la biosíntesis de los ácidos grasos. El tween 
20 se encuentra involucrado en dicha cadena.(11) 
 
 El palmitato es uno de los ácidos grasos saturados celulares más 
comunes, siendo componente clave de los fosfolípidos de membranas celulares, 
esenciales en la comunicación intracelular como segundos mensajeros 
lipídicos.(12) 
 
El tween 40 se encuentra involucrado en la biosíntesis de palmitato, con 
la enzima sintasa de ácidos grasos tipo II, el cual forma parte de los 
determinantes en la comunicación intracelular en forma de segundos mensajeros 
lipídicos. La disminución de la síntesis de dicho ácido graso dificulta la 




 El palmitoleato es un ácido graso insaturado común derivado de palmitoil 
sintetizado mediante la enzima desaturasa, que actúa sobre los ácidos grasos 
incrustados en la estructura de los lípidos. Las enzimas desaturasas no actúan 
sobre un sustrato ácido libre. Se conocen tres tipos de desaturasas, que actúan 
sobre acil-CoA, acil-[acp] y conjugados acil-lípidos, respectivamente. En muchas 
bacterias y algunas plantas el palmitoleato se deriva de un palmitoil-[acp]. La 
pérdida de genes de tween 80 disminuye por ende la biosíntesis de palmitoleato 
II.(14) 
 
Es posible que la deleción de genes relacionados al sistema celular de β-
oxidación tenga efecto en la síntesis de ácidos grasos y nocardiomicólicos, que 
componen gran parte de la pared celular de la bacteria, lo que podría devenir en 
un pared más débil y susceptible a la destrucción por lo fagocitos. Esto apoyaría 
el cambio en la forma y tasa de crecimiento de P200, ya no en forma de filamentos 
o grumos como P0, sino en forma de suspensión principalmente unicelular o de 
fragmentos. Asimismo, podría estar asociado a la pérdida de la ácido-alcohol 
reistencia, como se ha visto en Mycobacterium tuberculosis con la pérdida de 
kasB, un gen importante en la síntesis de ácidos grasos y micólicos.(22) 
 
Cambios en β glicerol fosfato  
 
El triptófano actúa de manera intracelular mediante inhibición de síntesis 
de ADN y proteínas, además de alteración de formación del tabique de la 
membrana citoplasmática. Ya que el β glicerol fosfato se encuentra involucrado 
en la biosíntesis de L-triptófano, la deleción de estos genes disminuye la 
regulación de la síntesis de proteínas en la P200.(15) 
 
Cambios en D-treonina 
 
La D-treonina es un aminoácido indispensable, pues participa en la 
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degradación de treonina a propionato generando ATP, permitiendo a la bacteria 
a usar la treonina como fuente de carbono y energía. Las bacterias tienen dos 
tipos de treonina deshidratasas: su forma catabólica y la enzima biosintética, 
ambas deshidratan la D-treonina. La enzima biosintética participa en la 
biosíntesis de L-isoleucina y la forma catabólica participa en la degradación de 
treonina a propionato en una vía que genera ATP, y permite a la bacteria utilizarlo 
como fuente de carbono. Sin embargo, los genes perdidos codificaban para la 
vía I de degradación de D-treonina privando así a la bacteria del uso eficiente de 
ATP.(16) 
 
Cambios en guanina 
 
Los ribonucleósidos de purina pueden ser utilizados como fuentes de 
carbono y energía. Los nitrógenos aminados de la adenosina y la guanina, 
generados como subproducto de esta vía, pueden servir como fuente de 
nitrógeno total para algunas bacterias. La vía de degradación de ribonucleósidos 
de purina se cree estar alterada en P200 debido a la deleción de genes 





N. brasiliensis HUGEG-1 posee muchos transportadores ABC (ATP-
binding cassette) que facilitan la eliminación de compuestos tóxicos los cuales 
incluyen partículas antimicrobianas y sus metabolitos. Además de poseer 29 
copias de β-lactamasas en su genoma, estas copias extra de los genes podrían 
explicar algunos de los mecanismos de resistencia de la bacteria. También se 
han encontrado copias de girasa b, gyrB y rpoB que se asocian a la resistencia a 
quinolonas y rifampicina. Este estudio demostró que P200 es sensible a 
cefazolina, vancomicina, novobiocina, sulfatiazol, sulfametoxazol, 9-
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aminoacridina, 5-Chloro-7-iodo-8-hydroxy-quinolina, sulfanilamida, 
estreptomicina, salicilato de sodio, higromicina B, plumbagina en las placas, 
cuando originalmente era resistente en su forma parental (P0). Esto podría 
explicarse por la pérdida de material hidrofóbico afectado por los genes 
involucrados en la β oxidación (como se explicó anteriormente). Una pared 
celular menos densa, sería mas permeable incrementandose la susceptibilidad a 
este tipo de antimicrobianos, particularmente los β lactámicos.(7) 
  
Dentro de las limitaciones, vale la pena mencionar que no contamos con 
pruebas genéticas de las rutas metabólicas perdidas, solamente el fenotipo. 
Además, dichos resultados no son absolutos, si no una disminución de la 
asimilacion. Asimismo, no se pudieron realizar curvas de crecimiento con los 
reactivos debido a que no se contaba con el equipo adecuado. 
 
Al analizar los subcultivos, no teníamos aquellos de 135 a 200, por lo que 
volvimos a subcultivar la cepa, que aunque también es atenuada para los ratones 




















1. La cepa de N. brasiliensis sometida a 200 subcultivos, P200, presentó, aparte 
de deleciones genéticas importantes ya observadas, diferencias metabólicas con 
respecto a la cepa original (P0).  
 
3. P200 ha mostrado haber perdido capacidad de asimilación de los compuestos 
tween 20, tween 40, tween 80, importantes para la síntesis de las lípidos de la 
pared celular, lo cual podría ser la causa de sus cambios físicos y de virulencia. 
 
3. P200 es más sensible a diversos antimicrobianos debido a la pérdida en la 
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Anexo 1. A continuación se muestran las tablas de las placas PM1-PM4, PM11-
PM14, PM16-PM18 de BIOLOG, donde pueden observarse los cambios 
fenotípicos mediante 1,056 compuestos. Estos se establecen como ausencia de 
la asimilación del compuesto por parte de P200 en rojo. En azul se muestran los 
reactivos que no fueron asimilados por P0 ni P200. Finalmente, en naranja se 









































A01   Negative Control E01   L-Glutamine 
A02   L-Arabinose E02   m-Tartaric Acid 
A03   N-Acetyl-D-Glucosamine E03   D-Glucose-1- Phosphate 
A04   D-Saccharic Acid E04   D-Fructose-6- Phosphate 
A05   Succinid Acid E05   Tween 80 
A06   D-Galactose E06   α-Hydroxy Glutaric Acid-γ- Lactone 
A07   L-Aspartic Acid E07   α-Hydroxy Butyric Acid 
A08   L-Proline E08   ß-Methyl-D- Glucoside 
A09   D-Alanine E09   Adonitol 
A10   D-Trehalose E10   Maltotriose 
A11   D-Mannose E11   2-Deoxy Adenosine 
A12   Dulcitol E12   Adenosine 
B01   D-Serine F01   Glycyl-L-Aspartic Acid 
B02   D-Sorbitol F02   Citric Acid 
B03   Glycerol F03   myo-Inositol 
B04   L-Fucose F04   D-Threonine 
B05   D-Glucuronic Acid F05   Fumaric Acid 
B06   D-Gluconic Acid F06   Bromo Succinic Acid 
B07   D, L-a-Glycerol-Phosphate F07   Propionic Acid 
B08   D-Xylose F08   Mucic Acid 
B09   L-Lactic Acid F09   Glycolic Acid 
B10   Formic Acid F10   Glyoxylic Acid 
B11   D-Mannitol F11   D-Cellobiose 
B12   L-Glutamic Acid F12   Inosine 
C01   D-Glucose-6-Phosphate G01   Glycyl-L- Glutamic Acid 
C02   D-Galactonic Acid-y-Lactone G02   Tricarballylic Acid 
C03   D,L-Malic Acid G03   L-Serine 
C04   D-Ribose G04   L-Threonine 
C05   Tween 20 G05   L-Alanine 
C06   L-Rhamnose G06   L-Alanyl-Glycine 
C07   D-Fructose G07   Acetoacetic Acid 
C08   Acetic Acid G08   N-Acetyl-ß-D- Mannosamine 
C09   a-D-Glucose G09   Mono Methyl Succinate 
C10   Maltose G10   Methyl Piruvato 
C11   D-Melibiose G11   D-Malic Acid 
C12   Thymidine G12   L-Malic Acid 
D01   L-Asparagine H01   Glycyl-L-Proline 
D02   D-Aspartic Acid H02   p-Hydroxy Phenyl Acetic Acid 
D03   D-Glucosaminic Acid H03   m-Hydroxy Phenyl Acetic Acid 
D04   1,2-Propanediol H04   Tyramine 
D05   Tween 40 H05   D-Psicose 
D06   α-Keto-Glutaric Acid H06   L-Lyxose 
D07   α-Keto-Butyric Acid H07   Glucuronamide 
D08   α-Methyl-D- Galactoside H08   Pyruvic Acid 
D09   α-D-Lactose H09   L-Galactonic Acid-γ-Lactone 
D10   Lactulose H10   D-Galacturonic Acid 
D11   Sucrose H11   Phenylethyl- amine 
D12   Uridine H12   2-Aminoethanol 
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A01   Negative Control E01   Capric Acid 
A02   Chondroitin Sulfate C E02   Caproic Acid 
A03   α-Cyclodextrin E03   Citraconic Acid 
A04   ß-Cyclodextrin E04   Citramalic Acid 
A05   γ-Cyclodextrin E05   D-Glucosamine 
A06   Dextrin E06   2-Hydroxy Benzoic Acid 
A07   Gelatin E07   4-Hydroxy Benzoic Acid 
A08   Glycogen E08   ß-Hydroxy Butyric Acid 
A09   Inulin E09   Glycolic Acid 
A10   Laminarin E10   α-Keto-Valeric Acid 
A11   Mannan E11   Itaconic Acid 
A12   Pectin E12   5-Keto-D- Gluconic Acid 
B01   N-Acetyl-D- Galactosamine F01   D-Lactic Acid Methyl Ester 
B02   N-Acetyl- Neuraminic Acid F02   Malonic Acid 
B03   ß-D-Allose F03   Melibionic Acid 
B04   Amygdalin F04   Oxalic Acid 
B05   D-Arabinose F05   Oxalomalic Acid 
B06   D-Arabitol F06   Quinic Acid 
B07   L-Arabitol F07   D-Ribono-1,4- Lactone 
B08   Arbutin F08   Sebacic Acid 
B09   2-Deoxy-D- Ribose F09   Sorbic Acid 
B10   i-Erythritol F10   Succinamic Acid 
B11   D-Fucose F11   D-Tartaric Acid 
B12   3-0-ß-D-Galactopyranosyl-DArabinose F12   L-Tartaric Acid 
C01   Gentiobiose G01   Acetamide 
C02   L-Glucose G02   L-Alaninamide 
C03   Lactitol G03   N-Acetyl-L- Glutamic Acid 
C04   D-Melezitose G04   L-Arginine 
C05   Maltitol G05   Glycine 
C06   α-Methyl-D- Glucoside G06   L-Histidine 
C07   ß-Methyl-D- Galactoside G07   L-Homoserine 
C08   3-Methyl Glucose G08   Hydroxy-LProline 
C09   ß-Methyl-D- Glucuronic Acid G09   L-Isoleucine 
C10   α-Methyl-D- Mannoside G10   L-Leucine 
C11   ß-Methyl-D- Xyloside G11   L-Lysine 
C12   Palatinose G12   L-Methionine 
D01   D-Raffinose H01   L-Ornithine 
D02   Salicin H02   L-Phenylalanine 
D03   Sedoheptulosan H03   L-Pyroglutamic Acid 
D04   L-Sorbose H04   L-Valine 
D05   Stachyose H05   D,L-Carnitine 
D06   D-Tagatose H06   Sec-Butylamine 
D07   Turanose H07   D,L-Octopamine 
D08   Xylitol H08   Putrescine 
D09   N-Acetyl-D- Glucosaminitol H09   Dihydroxy Acetone 
D10   γ-Amino Butyric Acid H10   2,3-Butanediol 
D11   δ-Amino Valeric Acid H11   2,3-Butanedione 





















A01   Negative Control E01   Histamine 
A02   Ammonia E02   ß-Phenylethyl- amine 
A03   Nitrite E03   Tyramine 
A04   Nitrate E04   Acetamide 
A05   Urea E05   Formamide 
A06   Biuret E06   Glucuronamide 
A07   L-Alanine E07   D,L-Lactamide 
A08   L-Arginine E08   D-Glucosamine 
A09   L-Asparagine E09   D-Galactosamine 
A10   L-Aspartic Acid E10   D-Mannosamine 
A11   L-Cysteine E11   N-Acetyl-D- Glucosamine 
A12   L-Glutamic Acid E12   N-Acetyl-D- Galactosamine 
B01   L-Glutamine F01   N-Acetyl-D- Mannosamine 
B02   Glycine F02   Adenine 
B03   L-Histidine F03   Adenosine 
B04   L-Isoleucine F04   Cytidine 
B05   L-Leucine F05   Cytosine 
B06   L-Lysine F06   Guanine 
B07   L-Methionine F07   Guanosine 
B08   L-Phenylalanine F08   Thymine 
B09   L-Proline F09   Thymidine 
B10   L-Serine F10   Uracil 
B11   L-Threonine F11   Uridine 
B12   L-Tryptophan F12   Inosine 
C01   L-Tyrosine G01   Xanthine 
C02   L-Valine G02   Xanthosine 
C03   D-Alanine G03   Uric Acid 
C04   D-Asparagine G04   Alloxan 
C05   D-Aspartic Acid G05   Allantoin 
C06   D-Glutamic Acid G06   Parabanic Acid 
C07   D-Lysine G07   D,L-α-Amino-N- Butyric Acid 
C08   D-Serine G08   γ-Amino-N- Butyric Acid 
C09   D-Valine G09   ε-Amino-N- Caproic Acid 
C10   L-Citrulline G10   D,L-α-Amino- Caprylic Acid 
C11   L-Homoserine G11   δ-Amino-N- Valeric Acid 
C12   L-Ornithine G12   α-Amino-N- Valeric Acid 
D01   N-Acetyl-L- Glutamic Acid H01   Ala-Asp 
D02   N-Phthaloyl-L- Glutamic Acid H02   Ala-Gln 
D03   L-Pyroglutamic Acid H03   Ala-Glu 
D04   Hydroxylamine H04   Ala-Gly 
D05   Methylamine H05   Ala-His 
D06   N-Amylamine H06   Ala-Leu 
D07   N-Butylamine H07   Ala-Thr 
D08   Ethylamine H08   Gly-Asn 
D09   Ethanolamine H09   Gly-Gln 
D10   Ethylenediamine H10   Gly-Glu 
D11   Putrescine H11   Gly-Met 





















A01   Negative Control E01   O-Phospho-D- Tyrosine 
A02   Phosphate E02   O-Phospho-L- Tyrosine 
A03   Pyrophosphate E03   Phosphocreatine 
A04   Trimeta Phosphate E04   Phosphoryl Choline 
A05   Tripoly Phosphate E05   O-Phosphoryl- Ethanolamine 
A06   Triethyl Phosphate E06   Phosphono Acetic Acid 
A07   Hypophosphite E07   2-Aminoethyl Phosphonic Acid 
A08   Adenosine-2’- monophosphate E08   Methylene Diphosphonic Acid 
A09   Adenosine-3’- monophosphate E09   Thymidine-3’- monophosphate 
A10   Adenosine-5’- monophosphate E10   Thymidine-5’- monophosphate 
A11   Adenosine-2’,3’- cyclic monophosphate E11   Inositol Hexaphosphate 
A12   Adenosine-3’,5’- cyclic monophosphate E12   Thymidine 3’,5’- cyclic monophosphate 
B01   Thiophosphate F01   Negative Control 
B02   Dithiophosphate F02   Sulfate 
B03   D,L-α-Glycerol Phosphate F03   Thiosulfate 
B04   ß-Glycerol Phosphate F04   Tetrathionate 
B05   Carbamyl Phosphate F05   Thiophosphate 
B06   D-2-Phospho- Glyceric Acid F06   Dithiophosphate 
B07   D-3-Phospho- Glyceric Acid F07   L-Cysteine 
B08   Guanosine-2’- monophosphate F08   D-Cysteine 
B09   Guanosine-3’- monophosphate F09   L-Cysteinyl- Glycine 
B10   Guanosine- 5’ - monophosphate F10   L-Cysteic Acid 
B11   Guanosine- 2’,3’- cyclic monophosphate F11   Cysteamine 
B12   Guanosine- 3’,5’- cyclic monophosphate F12   L-Cysteine Sulfinic Acid 
C01   Phosphoenol Piruvato G01   N-Acetyl-L- Cysteine 
C02   Phospho- Glycolic Acid G02   S-Methyl-L- Cysteine 
C03   D-Glucose-1- Phosphate G03   Cystathionine 
C04   D-Glucose-6- Phosphate G04   Lanthionine 
C05   2-Deoxy-D- Glucose-6- Phosphate G05   Glutathione 
C06   D-Glucosamine- 6-Phosphate G06   D,L-Ethionine 
C07   6-Phospho- Gluconic Acid G07   L-Methionine 
C08   Cytidine-2- monophosphate G08   D-Methionine 
C09   Cytidine-3- monophosphate G09   Glycyl-L- Methionine 
C10   Cytidine-5’- monophosphate G10   N-Acetyl-D,L- Methionine 
C11   Cytidine-2’,3’- cyclic monophosphate G11   L-Methionine Sulfoxide 
C12   Cytidine-3’,5’- cyclic monophosphate G12   L-Methionine Sulfone 
D01   D-Mannose-1- Phosphate H01   L-Djenkolic Acid 
D02   D-Mannose-6- Phosphate H02   Thiourea 
D03   Cysteamine-S- Phosphate H03   1-Thio-ß-D- Glucose 
D04   Phospho-L- Arginine H04   D,L-Lipoamide 
D05   O-Phospho-D- Serine H05   Taurocholic Acid 
D06   O-Phospho-L- Serine H06   Taurine 
D07   O-Phospho-L- Threonine H07   Hypotaurine 
D08   Uridine-2’- monophosphate H08   P-Amino Benzene Sulfonic Acid 
D09   Uridine-3’- monophosphate H09   Butane Sulfonic Acid 
D10   Uridine-5’- monophosphate H10   2-Hydroxyethane Sulfonic Acid 
D11   Uridine-2’,3’- cyclic monophosphate H11   Methane Sulfonic Acid 





















A01   Amikacin E01   Cefazolin 
A02   Amikacin E02   Cefazolin 
A03   Amikacin E03   Cefazolin 
A04   Amikacin E04   Cefazolin 
A05   Chlortetracycline E05   Enoxacin 
A06   Chlortetracycline E06   Enoxacin 
A07   Chlortetracycline E07   Enoxacin 
A08   Chlortetracycline E08   Enoxacin 
A09   Lincomycin E09   Nalidixic acid 
A10   Lincomycin E10   Nalidixic acid 
A11   Lincomycin E11   Nalidixic acid 
A12   Lincomycin E12   Nalidixic acid 
B01   Amoxicillin F01   Chloramphenicol 
B02   Amoxicillin F02   Chloramphenicol 
B03   Amoxicillin F03   Chloramphenicol 
B04   Amoxicillin F04   Chloramphenicol 
B05   Cloxacillin F05   Erythromycin 
B06   Cloxacillin F06   Erythromycin 
B07   Cloxacillin F07   Erythromycin 
B08   Cloxacillin F08   Erythromycin 
B09   Lomefloxacin F09   Neomycin 
B10   Lomefloxacin F10   Neomycin 
B11   Lomefloxacin F11   Neomycin 
B12   Lomefloxacin F12   Neomycin 
C01   Bleomycin G01   Ceftriaxone 
C02   Bleomycin G02   Ceftriaxone 
C03   Bleomycin G03   Ceftriaxone 
C04   Bleomycin G04   Ceftriaxone 
C05   Colistin G05   Gentamicin 
C06   Colistin G06   Gentamicin 
C07   Colistin G07   Gentamicin 
C08   Colistin G08   Gentamicin 
C09   Minocycline G09   Potassium tellurite 
C10   Minocycline G10   Potassium tellurite 
C11   Minocycline G11   Potassium tellurite 
C12   Minocycline G12   Potassium tellurite 
D01   Capreomycin H01   Cephalothin 
D02   Capreomycin H02   Cephalothin 
D03   Capreomycin H03   Cephalothin 
D04   Capreomycin H04   Cephalothin 
D05   Demeclocycline H05   Kanamycin 
D06   Demeclocycline H06   Kanamycin 
D07   Demeclocycline H07   Kanamycin 
D08   Demeclocycline H08   Kanamycin 
D09   Nafcillin H09   Ofloxacin 
D10   Nafcillin H10   Ofloxacin 
D11   Nafcillin H11   Ofloxacin 





















A01   Penicillin G E01   2,4-Diamino-6,7- diisopropyl- pteridine 
A02   Penicillin G E02   2,4-Diamino-6,7- diisopropyl- pteridine 
A03   Penicillin G E03   2,4-Diamino-6,7- diisopropyl- pteridine 
A04   Penicillin G E04   2,4-Diamino-6,7- diisopropyl- pteridine 
A05   Tetracycline E05   Sulfadiazine 
A06   Tetracycline E06   Sulfadiazine 
A07   Tetracycline E07   Sulfadiazine 
A08   Tetracycline E08   Sulfadiazine 
A09   Carbenicillin E09   Benzethonium chloride 
A10   Carbenicillin E10   Benzethonium chloride 
A11   Carbenicillin E11   Benzethonium chloride 
A12   Carbenicillin E12   Benzethonium chloride 
B01   Oxacillin F01   Tobramycin 
B02   Oxacillin F02   Tobramycin 
B03   Oxacillin F03   Tobramycin 
B04   Oxacillin F04   Tobramycin 
B05   Penimepicycline F05   Sulfathiazole 
B06   Penimepicycline F06   Sulfathiazole 
B07   Penimepicycline F07   Sulfathiazole 
B08   Penimepicycline F08   Sulfathiazole 
B09   Polymyxin B F09   5-Fluoroorotic acid 
B10   Polymyxin B F10   5-Fluoroorotic acid 
B11   Polymyxin B F11   5-Fluoroorotic acid 
B12   Polymyxin B F12   5-Fluoroorotic acid 
C01   Paromomycin G01   Spectinomycin 
C02   Paromomycin G02   Spectinomycin 
C03   Paromomycin G03   Spectinomycin 
C04   Paromomycin G04   Spectinomycin 
C05   Vancomycin G05   Sulfa- methoxazole 
C06   Vancomycin G06   Sulfa- methoxazole 
C07   Vancomycin G07   Sulfa- methoxazole 
C08   Vancomycin G08   Sulfa- methoxazole 
C09   D,L-Serine hydroxamate G09   L-Aspartic-β- hydroxamate 
C10   D,L-Serine hydroxamate G10   L-Aspartic-β- hydroxamate 
C11   D,L-Serine hydroxamate G11   L-Aspartic-β- hydroxamate 
C12   D,L-Serine hydroxamate G12   L-Aspartic-β- hydroxamate 
D01   Sisomicin H01   Spiramycin 
D02   Sisomicin H02   Spiramycin 
D03   Sisomicin H03   Spiramycin 
D04   Sisomicin H04   Spiramycin 
D05   Sulfamethazine H05   Rifampicin 
D06   Sulfamethazine H06   Rifampicin 
D07   Sulfamethazine H07   Rifampicin 
D08   Sulfamethazine H08   Rifampicin 
D09   Novobiocin H09   Dodecyltrimethyl ammonium bromide 
D10   Novobiocin H10   Dodecyltrimethyl ammonium bromide 
D11   Novobiocin H11   Dodecyltrimethyl ammonium bromide 





















A01   Ampicillin E01   Cytosine-1-β- D-arabino- furanoside 
A02   Ampicillin E02   Cytosine-1-β- D-arabino- furanoside 
A03   Ampicillin E03   Cytosine-1-β- D-arabino- furanoside 
A04   Ampicillin E04   Cytosine-1-β- D-arabino- furanoside 
A05   Dequalinium chloride E05   Geneticin (G418) 
A06   Dequalinium chloride E06   Geneticin (G418) 
A07   Dequalinium chloride E07   Geneticin (G418) 
A08   Dequalinium chloride E08   Geneticin (G418) 
A09   Nickel chloride E09   Ruthenium red 
A10   Nickel chloride E10   Ruthenium red 
A11   Nickel chloride E11   Ruthenium red 
A12   Nickel chloride E12   Ruthenium red 
B01   Azlocillin F01   Cesium chloride 
B02   Azlocillin F02   Cesium chloride 
B03   Azlocillin F03   Cesium chloride 
B04   Azlocillin F04   Cesium chloride 
B05   2, 2'-Dipyridyl F05   Glycine 
B06   2, 2'-Dipyridyl F06   Glycine 
B07   2, 2'-Dipyridyl F07   Glycine 
B08   2, 2'-Dipyridyl F08   Glycine 
B09   Oxolinic acid F09   Thallium (I) acetate 
B10   Oxolinic acid F10   Thallium (I) acetate 
B11   Oxolinic acid F11   Thallium (I) acetate 
B12   Oxolinic acid F12   Thallium (I) acetate 
C01   6-Mercapto- purine G01   Cobalt chloride 
C02   6-Mercapto- purine G02   Cobalt chloride 
C03   6-Mercapto- purine G03   Cobalt chloride 
C04   6-Mercapto- purine G04   Cobalt chloride 
C05   Doxycycline G05   Manganese chloride 
C06   Doxycycline G06   Manganese chloride 
C07   Doxycycline G07   Manganese chloride 
C08   Doxycycline G08   Manganese chloride 
C09   Potassium chromate G09   Trifluoperazine 
C10   Potassium chromate G10   Trifluoperazine 
C11   Potassium chromate G11   Trifluoperazine 
C12   Potassium chromate G12   Trifluoperazine 
D01   Cefuroxime H01   Cupric chloride 
D02   Cefuroxime H02   Cupric chloride 
D03   Cefuroxime H03   Cupric chloride 
D04   Cefuroxime H04   Cupric chloride 
D05   5-Fluorouracil H05   Moxalactam 
D06   5-Fluorouracil H06   Moxalactam 
D07   5-Fluorouracil H07   Moxalactam 
D08   5-Fluorouracil H08   Moxalactam 
D09   Rolitetracycline H09   Tylosin 
D10   Rolitetracycline H10   Tylosin 
D11   Rolitetracycline H11   Tylosin 





















A01   Acriflavine E01   Cefoxitin 
A02   Acriflavine E02   Cefoxitin 
A03   Acriflavine E03   Cefoxitin 
A04   Acriflavine E04   Cefoxitin 
A05   Furaltadone E05   Nitrofurantoin 
A06   Furaltadone E06   Nitrofurantoin 
A07   Furaltadone E07   Nitrofurantoin 
A08   Furaltadone E08   Nitrofurantoin 
A09   Sanguinarine E09   Sodium metaborate 
A10   Sanguinarine E10   Sodium metaborate 
A11   Sanguinarine E11   Sodium metaborate 
A12   Sanguinarine E12   Sodium metaborate 
B01   9-Aminoacridine F01   Chloramphenicol 
B02   9-Aminoacridine F02   Chloramphenicol 
B03   9-Aminoacridine F03   Chloramphenicol 
B04   9-Aminoacridine F04   Chloramphenicol 
B05   Fusaric acid F05   Piperacillin 
B06   Fusaric acid F06   Piperacillin 
B07   Fusaric acid F07   Piperacillin 
B08   Fusaric acid F08   Piperacillin 
B09   Sodium arsenate F09   Sodium metavanadate 
B10   Sodium arsenate F10   Sodium metavanadate 
B11   Sodium arsenate F11   Sodium metavanadate 
B12   Sodium arsenate F12   Sodium metavanadate 
C01   Boric Acid G01   Chelerythrine 
C02   Boric Acid G02   Chelerythrine 
C03   Boric Acid G03   Chelerythrine 
C04   Boric Acid G04   Chelerythrine 
C05   1-Hydroxy- pyridine -2- thione G05   Carbenicillin 
C06   1-Hydroxy- pyridine -2- thione G06   Carbenicillin 
C07   1-Hydroxy- pyridine -2- thione G07   Carbenicillin 
C08   1-Hydroxy- pyridine -2- thione G08   Carbenicillin 
C09   Sodium cyanate G09   Sodium nitrite 
C10   Sodium cyanate G10   Sodium nitrite 
C11   Sodium cyanate G11   Sodium nitrite 
C12   Sodium cyanate G12   Sodium nitrite 
D01   Cadmium chloride H01   EGTA 
D02   Cadmium chloride H02   EGTA 
D03   Cadmium chloride H03   EGTA 
D04   Cadmium chloride H04   EGTA 
D05   Iodoacetate H05   Promethazine 
D06   Iodoacetate H06   Promethazine 
D07   Iodoacetate H07   Promethazine 
D08   Iodoacetate H08   Promethazine 
D09   Sodium dichromate H09   Sodium orthovanadate 
D10   Sodium dichromate H10   Sodium orthovanadate 
D11   Sodium dichromate H11   Sodium orthovanadate 





















A01   Cefotaxime E01   Streptomycin 
A02   Cefotaxime E02   Streptomycin 
A03   Cefotaxime E03   Streptomycin 
A04   Cefotaxime E04   Streptomycin 
A05   Phosphomycin E05   5-Azacytidine 
A06   Phosphomycin E06   5-Azacytidine 
A07   Phosphomycin E07   5-Azacytidine 
A08   Phosphomycin E08   5-Azacytidine 
A09   5-Chloro-7-iodo- 8-hydroxy- quinoline E09   Rifamycin SV 
A10   5-Chloro-7-iodo- 8-hydroxy- quinoline E10   Rifamycin SV 
A11   5-Chloro-7-iodo- 8-hydroxy- quinoline E11   Rifamycin SV 
A12   5-Chloro-7-iodo- 8-hydroxy- quinoline E12   Rifamycin SV 
B01   Norfloxacin F01   Potassium tellurite 
B02   Norfloxacin F02   Potassium tellurite 
B03   Norfloxacin F03   Potassium tellurite 
B04   Norfloxacin F04   Potassium tellurite 
B05   Sulfanilamide F05   Sodium selenite 
B06   Sulfanilamide F06   Sodium selenite 
B07   Sulfanilamide F07   Sodium selenite 
B08   Sulfanilamide F08   Sodium selenite 
B09   Trimethoprim F09   Aluminum sulfate 
B10   Trimethoprim F10   Aluminum sulfate 
B11   Trimethoprim F11   Aluminum sulfate 
B12   Trimethoprim F12   Aluminum sulfate 
C01   Dichlofluanid G01   Chromium chloride 
C02   Dichlofluanid G02   Chromium chloride 
C03   Dichlofluanid G03   Chromium chloride 
C04   Dichlofluanid G04   Chromium chloride 
C05   Protamine sulfate G05   Ferric chloride 
C06   Protamine sulfate G06   Ferric chloride 
C07   Protamine sulfate G07   Ferric chloride 
C08   Protamine sulfate G08   Ferric chloride 
C09   Cetylpyridinium chloride G09   L-Glutamic-g- hydroxamate 
C10   Cetylpyridinium chloride G10   L-Glutamic-g- hydroxamate 
C11   Cetylpyridinium chloride G11   L-Glutamic-g- hydroxamate 
C12   Cetylpyridinium chloride G12   L-Glutamic-g- hydroxamate 
D01   1-Chloro -2,4- dinitrobenzene H01   Glycine hydroxamate 
D02   1-Chloro -2,4- dinitrobenzene H02   Glycine hydroxamate 
D03   1-Chloro -2,4- dinitrobenzene H03   Glycine hydroxamate 
D04   1-Chloro -2,4- dinitrobenzene H04   Glycine hydroxamate 
D05   Diamide H05   Chloroxylenol 
D06   Diamide H06   Chloroxylenol 
D07   Diamide H07   Chloroxylenol 
D08   Diamide H08   Chloroxylenol 
D09   Cinoxacin H09   Sorbic acid 
D10   Cinoxacin H10   Sorbic acid 
D11   Cinoxacin H11   Sodium orthovanadate 





















A01   D-Serine E01   Niaproof 
A02   D-Serine E02   Niaproof 
A03   D-Serine E03   Niaproof 
A04   D-Serine E04   Niaproof 
A05   β-Chloro-L-alanine hydrochloride E05   Compound 48/80 
A06   β-Chloro-L-alanine hydrochloride E06   Compound 48/80 
A07   β-Chloro-L-alanine hydrochloride E07   Compound 48/80 
A08   β-Chloro-L-alanine hydrochloride E08   Compound 48/80 
A09   Thiosalicylic acid E09   Sodium tungstate 
A10   Thiosalicylic acid E10   Sodium tungstate 
A11   Thiosalicylic acid E11   Sodium tungstate 
A12   Thiosalicylic acid E12   Sodium tungstate 
B01   Sodium salicylate F01   Lithium chloride 
B02   Sodium salicylate F02   Lithium chloride 
B03   Sodium salicylate F03   Lithium chloride 
B04   Sodium salicylate F04   Lithium chloride 
B05   Hygromycin B F05   DL-Methionine hydroxamate 
B06   Hygromycin B F06   DL-Methionine hydroxamate 
B07   Hygromycin B F07   DL-Methionine hydroxamate 
B08   Hygromycin B F08   DL-Methionine hydroxamate 
B09   Ethionamide F09   Tannic acid 
B10   Ethionamide F10   Tannic acid 
B11   Ethionamide F11   Tannic acid 
B12   Ethionamide F12   Tannic acid 
C01   4-Aminopyridine G01   Chlorambucil 
C02   4-Aminopyridine G02   Chlorambucil 
C03   4-Aminopyridine G03   Chlorambucil 
C04   4-Aminopyridine G04   Chlorambucil 
C05   Sulfachloro- pyridazine G05   Cefamandole nafate 
C06   Sulfachloro- pyridazine G06   Cefamandole nafate 
C07   Sulfachloro- pyridazine G07   Cefamandole nafate 
C08   Sulfachloro- pyridazine G08   Cefamandole nafate 
C09   Sulfamono- methoxine G09   Cefoperazone 
C10   Sulfamono- methoxine G10   Cefoperazone 
C11   Sulfamono- methoxine G11   Cefoperazone 
C12   Sulfamono- methoxine G12   Cefoperazone 
D01   Oxycarboxin H01   Cefsulodin 
D02   Oxycarboxin H02   Cefsulodin 
D03   Oxycarboxin H03   Cefsulodin 
D04   Oxycarboxin H04   Cefsulodin 
D05   3-Amino-1,2,4-triazole H05   Caffeine 
D06   3-Amino-1,2,4-triazole H06   Caffeine 
D07   3-Amino-1,2,4-triazole H07   Caffeine 
D08   3-Amino-1,2,4-triazole H08   Caffeine 
D09   Chlorpromazine H09   Phenylarsine oxide 
D10   Chlorpromazine H10   Phenylarsine oxide 
D11   Chlorpromazine H11   Phenylarsine oxide 





















A01   Ketoprofen E01   Sodium metasilicate 
A02   Ketoprofen E02   Sodium metasilicate 
A03   Ketoprofen E03   Sodium metasilicate 
A04   Ketoprofen E04   Sodium metasilicate 
A05   Sodium pyrophosphate decahydrate E05   Sodium m-periodate 
A06   Sodium pyrophosphate decahydrate E06   Sodium m-periodate 
A07   Sodium pyrophosphate decahydrate E07   Sodium m-periodate 
A08   Sodium pyrophosphate decahydrate E08   Sodium m-periodate 
A09   Thiamphenicol E09   Antimony (III) chloride 
A10   Thiamphenicol E10   Antimony (III) chloride 
A11   Thiamphenicol E11   Antimony (III) chloride 
A12   Thiamphenicol E12   Antimony (III) chloride 
B01   Trifluorothymidin e F01   Semicarbazide 
B02   Trifluorothymidin e F02   Semicarbazide 
B03   Trifluorothymidin e F03   Semicarbazide 
B04   Trifluorothymidin e F04   Semicarbazide 
B05   Pipemidic Acid F05   Tinidazole 
B06   Pipemidic Acid F06   Tinidazole 
B07   Pipemidic Acid F07   Tinidazole 
B08   Pipemidic Acid F08   Tinidazole 
B09   Azathioprine F09   Aztreonam 
B10   Azathioprine F10   Aztreonam 
B11   Azathioprine F11   Aztreonam 
B12   Azathioprine F12   Aztreonam 
C01   Poly-L-lysine G01   Triclosan 
C02   Poly-L-lysine G02   Triclosan 
C03   Poly-L-lysine G03   Triclosan 
C04   Poly-L-lysine G04   Triclosan 
C05   Sulfisoxazole G05   3,5-Diamino- 1,2,4-triazole (Guanazole) 
C06   Sulfisoxazole G06   3,5-Diamino- 1,2,4-triazole (Guanazole) 
C07   Sulfisoxazole G07   3,5-Diamino- 1,2,4-triazole (Guanazole) 
C08   Sulfisoxazole G08   3,5-Diamino- 1,2,4-triazole (Guanazole) 
C09   Pentachloro- phenol G09   Myricetin 
C10   Pentachloro- phenol G10   Myricetin 
C11   Pentachloro- phenol G11   Myricetin 
C12   Pentachloro- phenol G12   Myricetin 
D01   Sodium m-arsenite H01   5-fluoro-5’- deoxyuridine 
D02   Sodium m-arsenite H02   5-fluoro-5’- deoxyuridine 
D03   Sodium m-arsenite H03   5-fluoro-5’- deoxyuridine 
D04   Sodium m-arsenite H04   5-fluoro-5’- deoxyuridine 
D05   Sodium bromate H05   2-Phenylphenol 
D06   Sodium bromate H06   2-Phenylphenol 
D07   Sodium bromate H07   2-Phenylphenol 
D08   Sodium bromate H08   2-Phenylphenol 
D09   Lidocaine H09   Plumbagin 
D10   Lidocaine H10   Plumbagin 
D11   Lidocaine H11   Plumbagin 




Anexo 2. A continuación se muestran las imágenes donde se aprecia el 
crecimiento de la bacteria de diferentes cepas en los 6 diferentes reactivos ya 
descritos en resultados.  
 
Figura 6. Reactivo de tween 20 en P0 (A), P170 (B) y P180 (C), donde se 
compara el crecimiento con la turbidez de los tubos de ensayo. P0 (+++), P170 





Figura 7. Reactivo de tween 40 en P0 (A), P170 (B) y P180 (C), donde se 
compara el crecimiento con la turbidez de los tubos de ensayo. P0 (+++), P170 





Figura 8. Reactivo de tween 80 en P0 (A), P160 (B) y P170 (C), donde se 
compara el crecimiento con la turbidez de los tubos de ensayo. P0 (+++), P160 






Figura 9. Reactivo de tween 20 en P0 (A), P160 (B) y P170 (C), donde se 
compara el crecimiento con la turbidez de los tubos de ensayo. P0 (+++), P160 





Figura 10. Reactivo de tween 20 en P0 (A), P140 (B) y P150 (C), donde se 
compara el crecimiento con la turbidez de los tubos de ensayo. P0 (+++), P140 
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